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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 
IBA   indol-3-maslena kislina (avksin) 
 
NAA               α-naftalenocetna kislina (avksin) 
 
DICA                  dikloroizocianurna kislina  
 
TWEEN                 polietilenglikol sorbitan monolaurat 
 
WPM (gojišče)       Woody Plant Medium (Lloyd & McCown, 1980) 
 
B5 (gojišče)            Gamborg in sod., 1968 
 
DKW (gojišče)       Driver in Kunyuki, 1981 
 
MS (gojišče)           Murashige & Skoog, 1962 
 
BDS (gojišče)             Dunstan and Short, 1977 
 
BAP                       6-benzilaminopurin, benziladenin (citokinin) 
 
µg                            mikrogrami 
 
pH                           negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov 
 
FeNaEDTA             železo natrijev etilendiamintetraocetna kislina 
 
FeEDDH                Etilendiamin-N, N bis (2 hidroksifenilocetna kislina) železov                         
                                natrijev kompleks 
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1 UVOD 
 
1.1 POVOD ZA RAZISKAVO  
 
Tabernanthe iboga je tropska rastlinska vrsta, znana po učinkovini ibogain, ki ima 
terapevtske učinke, preučujejo zlasti njeno uporabnost pri obravnavi zasvojenosti (z 
drogami, alkoholom, kajenjem in tudi nekemičnimi zasvojenostmi). Njen fiziološki učinek 
– vpliv na energijski metabolizem celic je bil že proučen (Paškulin in sod., 2010, 2012). 
Ibogain se v naravi tvori pretežno v koreninah te vrste, medtem ko so njegovo produkcijo v 
in vitro sistemih že proučevali Basile in sod. (1999) ter Pawelka in Stockigt (1983). 
 
1.2 CILJ RAZISKAVE  
 
Namen magistrskega dela je bil preučitev možnosti in vitro razmnoževanja te vrste z 
različnimi metodami rastlinskih tkivnih kultur. Namen je bil vzpostaviti metodo in vitro 
rasti ter opredeliti možnosti in vitro razmnoževanja s kulturo poganjkov ter vzporedno 
možnost izzvane embriogeneze v celični suspenziji. Preučiti smo želeli pogoje in vitro 
indukcije rasti koreninskega sistema ter morebitno tudi kalusnega tkiva, spodbujenega s 
tretiranji z več kombinacijami fitohormonov oziroma drugih sestavin gojišč. Preveriti smo 
želeli morebitno prisotnost oz. vsebnost ibogaina v in vitro vzgojenih rastlinskih tkivih. 
Končni cilj je bil zagotoviti obnovljivostni vir ibogaina in zaščititi ogroženo rastlino. 
 
1.3 DELOVNA HIPOTEZA  
 
Predvidevali smo, da bo mogoče pridobiti plodove te tropske rastline, uspešno izolirati 
seme in ga razkužiti ter vzpostaviti in vitro rast. Predvidevali smo, da bo ob ustrezni 
kombinaciji fitohormonov ter v primernem gojišču mogoče vzpodbuditi tako rast 
poganjkov kot rast koreninskega sistema in to na trdnih kot tudi tekočih gojiščih ter, da bo 
aklimatizacije in vitro pridobljenih sadik uspešna. Predvidevali smo, da bo mogoče zlasti 
na tekočih gojiščih vzpostaviti sistem ohranjanja razmnoževanja rastlinskega tkiva v obliki 
skupkov kalusov in izzvati somatsko embriogenezo. Načrtovali smo v in vitro vzgojenih 
rastlinskih tkivih, zlasti v koreninskem, določiti vsebnost ibogaina. 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 IBOGA (Tabernanthe iboga (L.) Nutt.) 
 
Rod Tabernanthe spada v družino pasjestrupovke (Apocynaceae). V tem rodu najdemo 
vrsto Tabernanthe iboga, ki je domorodna rastlina zahodnega dela centralne Afrike in 
zahodne Afrike (Rätsch, 2005; Basile, 1999).  
 
Vednozelen razvejan grm iboge zraste v višino do 1,5 metra, v redkih primerih lahko tudi 
do dveh metrov. Grm razvije močno razvejane korenine, katerih skorja je rjave barve, 
medtem ko je njihova notranjost rumena. Liste, ki v dolžino merijo od 10 do 15 cm, ima 
suličasto oblikovane. Rastlina v tropskih krajih cveti od marca do julija. Cvetovi so majhni 
(od 5 do 10 mm), rumene barve in se pogosto pojavijo v grozdih. Kako potekata oprašitev 
in oploditev cvetov, še ni dobro raziskano, se pa po oploditvi cvetov na rastlini iboge 
razvijejo viseči, oranžnorumeni, okrogli ali podolgovati plodovi s koničastim koncem. Na 
začetku suhega obdobja obirajo plodove, le-ti pa so užitni, saj ne vsebujejo nobenih 
psihoaktivnih učinkovin. Cvetovi in plodovi se lahko pojavijo na grmu istočasno. Rastlina 
proizvaja tudi beli mleček (lateks) z močnim vonjem (Rätsch, 2005). Iboga je senčna 
rastlina, ki uspeva do nadmorske višine 1500 m ter jo največkrat najdemo ob rekah ali na 
močvirnatih območjih (Rätsch, 2005). Rastlina najbolje uspeva v okolju s temperaturami 
stalno nad 20 °C, visoko vlago ter zračnimi in odcednimi tlemi (ICEERS, 2015). Za 
uspešno rast domnevno potrebujejo tla, bogata z železom (osebna komunikacija). Ibogo 
lahko razmnožujemo s pomočjo semen, cepičev ali z delitvijo korenin. Razmnoževanje s 
semeni je težavno, saj le-ta ne bodo kalila, če se popolnoma izsušijo (Rätsch, 2005).  
 
V Evropo so prve vzorce rastline prinesli v sredini devetnajstega stoletja (Kreft in sod., 
2013). Prvi opis stimulativnega delovanja rastline najdemo že iz leta 1864 (Kreft in sod., 
2013), medtem ko je leta 1889 Henri E. Baillon prvi botanično opisal rastlino (cit. po 
Rätsch, 2005).  
 
2.2 UPORABA IBOGE  
 
Pri ibogi so pomembne predvsem korenine. Korenine se uporabljajo sveže, posušene ali v 
obliki prahu. V ljudski medicini jih uporabljajo kot stimulant, tonik, afrodiziak, anestetik in 
za zdravljenje visokega krvnega tlaka. Žvečenje korenine naj bi pomagalo pri 
premagovanju večjih fizičnih naporov, kot je na primer lov, saj deluje proti utrujenosti in 
zaspanosti (Basile in sod., 1999; Rätsch, 2005). V Kongu s koreninami zdravijo tudi 
tropsko spalno bolezen. V tej državi delajo iz korenin iboge afrodizično vino, ki ga 
naredijo tako, da sveže ali posušene korenine za nekaj ur namočijo v palmovo vino 
(Rätsch, 2005). Iboga se uporablja tudi pri religioznih obredih, saj v višjih odmerkih 
inducira ali povede v trans.V Gabonu pridobivajo korenine tako, da odstranijo zemljo blizu 
grma, nato del koreninske mase porežejo, pustijo samo toliko korenin, da rastlina ostane 
živa in da lahko razvije nove korenine (Rätsch, 2005). 
 
Poleg korenin se v ljudski medicini uporabljajo tudi posušeni listi za zdravljenje zobobolov 
ter lateks kot antihelmintik in za nižanje vročine (Basile in sod., 1999). 
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2.3 INDOLA ALKALOID IBOGAIN  
 
Rastline so že tisočletja pomemben vir zdravil, vendar mnoge rastline, ki vsebujejo za nas 
pomembne sekundarne metabolite, težko razmnožujemo ali jim grozi izumrtje (Tripathi L. 
in Tripathi J.N., 2003).  
 
Spojin, pridobljenih iz rastlin, pogosto ne sintetiziramo kemično. Razlogi za to so: 
ekonomska neupravičenost, specifična stereoizomerija in zahtevna struktura. Alternativa za 
pridobivanje pomembnih sekundarnih metabolitov bi lahko bile celične kulture ali kulture 
organov (Verpoorteim in sod., 2000). Tudi pri ibogi si želijo pridobivati njene sekundarne 
metabolite s pomočjo tehnik tkivnih kultur. Nekaj sta na tem področju že raziskovala 
Pawelka in Stockigt (1983), ki sta delala s celično suspenzijo. S pomočjo metode TLC sta 
ugotovila, da so celice v standardih rastnih razmerah sintetizirale le dva indol-alkaloida, in 
sicer tubotaivin in konoflorin. V drugi raziskavi leta 1998 so Basile in sod. iz kalusne 
kulture izolirali dihidroksiibogamine, ibogamine, ibogaline in voacangine. Ti alkaloidi 
imajo isti obročni skelet kot ibogain. Kot začetni material so jim v tej raziskavi služili 
izsečki iz stebla iboge (Basile in sod., 1999). 
 
Med vsemi sekundarnimi metaboliti iboge je za medicino trenutno najbolj zanimiv indol 
alkaloid ibogain (slika 1, Rätsch, 2005), ki sodi med derivate β-karbolinena (Kreft in sod., 
2013). Farmakološko so ibogain najprej začeli raziskovati v Franciji (Rätsch, 2005). 
Dybowski in Landrin sta ibogain izolirala leta 1901. Isto leto je uspelo to tudi Hallerju in 
Heckerju (Kreft in sod., 2013). 
 
 
 
Slika 1: Skeletna formula ibogaina (cit. po Baunmann in sod., 2001) 
 
Ibogain se razvija kot zdravilo za zdravljenje odvisnosti oz. širše za terapijo zasvojenosti. 
V kombinaciji z opioidnimi analgetiki se uporablja za zdravljenje kroničnih bolečin in 
preprečevanje razvoja tolerance. Deluje ugodno pri nevrodegenerativnih boleznih, kot je 
parkinsonizem (Kreft in sod., 2013; Schneider, 1957). 
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3 MATERIALI IN METODE   
 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
 
Za potrebe poskusa smo od dr. Romana Paškulina dobili dva plodova T. iboga var. ovalis 
(plodova bolj okrogle oblike) in dva plodova T. iboga var. elongata (plodova bolj 
podolgovate oblike). Plodovi so bili iz Kameruna. 
 
3.2 POTEK DELA    
 
3.2.1 Potek poskusa 
 
Shematski potek poskusa je prikazan na sliki 2. Poskus je bil sestavljen iz 11 faz. 
 
 
 
Slika 2: Potek eksperimenta – shematski prikaz 
Izolirali semena
Razkužili semena
Vzpostavili in vitro rast na različnih 
gojiščih
Rastline 
iboge
Korenine
Somatski embriji
Regeneracija 
somatskih embrijev 
v rastline
Aklimatiziranje 
rastlin
Namnoževanje 
korenin na tekočih 
gojiščih
Namnoževanje 
korenin na 
trdnih gojiščih
Poganjki
Namnoževanje 
poganjkov
Koreninjenje 
poganjkov
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3.3 POSKUS KALITVE IN GOJENJA RASTLIN in vitro      
 
Kalitev in gojenje rastlin iboge je potekalo na različnih gojiščih (preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Sestava gojišč za kalitev in gojenje rastlin iboge (K) 
 
Sestavine                                                    K1                            K2                             K3 
1/2 B5 (mg/l) 
(cit. po Gamborg in sod., 1968) 1525,99 1525,99 1525,99 
tiamin (mg/l) 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 
agar (g/l) 8 8 8 
NAA (mg/l) / 0,5 / 
IBA (mg/l) / / 0,5 
kinetin (g/l) / 0,1 0,1 
 pH gojišča 5,8 
 
3.3.1 Razkuževanje in inokulacija 
  
Začeli smo s površinskim razkuževanjem dveh plodov. Najprej smo oba plodova, okroglo 
in podolgovato oblikovana, za eno minuto potopili v 70-odstotni etanol ter ju sprali s 
sterilno bidestilirano vodo. Temu je sledilo 20-minutno razkuževanje v plastični posodici, 
v 2-odstotni dikloroizocianurni kislini (DICA), ki smo ji dodali detergent TWEEN 20. 
Zatem smo plodova spet spirali s sterilno bidestilirano vodo, da smo odstranili razkužilo. 
Po končanem razkuževanju smo plodova prerezali ter iz njiju odstranili semena. Semena 
smo razkužili tako, da smo v dikloroizocianurno kislino za deset minut potopili deset 
semen iz okroglega plodu in štirinajst semen iz podolgovatega plodu ter jih prek cedila 
sprali s sterilno bidestilirano vodo. Ostalih 34 semen okroglega plodu in 18 semen 
podolgovatega plodu smo v dikloroizocianurno kislino potopili dvakrat za 10 minut ter jih 
sprali s sterilno bidestilirano vodo prek cedila. Razkužena semena smo cela inokulirali na 
K1 gojišče v malih petrijevkah. Ko smo končali z delom, smo vse male petrijevke s semeni 
oblepili s parafilmom in jih dali v rastno komoro. Čez tri tedne smo te petrijevke s semeni 
vzeli iz rastne komore, jih prenesli v brezprašni komori in jih odprli. Semena iz petrijevk 
smo s pomočjo pincete prenesli na sterilni papirnati pladenj ter jih s skalpelom vzdolžno 
prerezali na polovico. Polovice semen smo inokulirali na gojišče K1 v malih petrijevkah. 
Te pa smo oblepili s parafilmom in jih dali nazaj v rastno komoro.  
 
 
 
Slika 3: Razkuževanje plodov in semen iboge v brezprašni komori 
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Slika 4: Slika prikazuje, kako smo semena vzdolžno prerezali na polovico (cit. po WeberSeeds, 2017) 
 
Preostala dva plodova in njuna semena smo čez devet dni prav tako razkužili. Spet smo 
imeli en okroglo in en podolgovato oblikovan plod. Razkuževanje plodov in semen je 
potekalo podobno kot prvič, s to razliko, da smo vsa semena potopili v dikloroizocianurno 
kislino samo enkrat za 10 minut. Semena smo takoj po razkuževanju vzdolžno prerezali na 
polovico. Polovice semen smo nato inokulirali ali na gojišče K2 ali na gojišče K3 v malih 
petrijevkah. Petrijevke smo po končanem delu ovili s parafilmom in jih dali v rastno 
komoro.  
 
3.3.2 Kalitev in gojenje  
 
Naše petrijevke s polovicami semen smo inkubirali v rastni komori pri stalni temperaturi 
23 ± 1 °C in svetlobnem ciklusu 16 ur svetlobe/8 ur teme. Ves čas smo spremljali, kako 
poteka kalitev in razvoj sejančkov. Ko je imela večina sejancev na vseh treh gojiščih 
razvito koreninico in odprte klične liste, smo se odločili, da jih prestavimo v plastične 
posodice s filtrom, v katere smo predhodno razlili gojišči K1, K2 in K3. Prestavljanje 
sejancev je potekalo tako, da smo sejance v mali petrijevki iz gojišča K1 prenesli v 
plastični posodici s filtrom z gojiščem K1, enako je veljalo za gojišči K2 in K3. V plastične 
posode smo prestavili tudi tiste polovičke semen, ki so komaj začela kaliti. Plastične 
posodice s filtrom, v katerih so bili sejančki, smo 41 dni inkubirali v rastni komori pri 
stalni temperaturi 23 ± 1 °C in svetlobnem ciklusu 16 ur svetlobe/ 8 ur teme. 
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3.4 POSKUS RAZMNOŽEVANJA IN KORENINJENJA POGANJKOV 
 
Za razmnoževanje in koreninjenje poganjkov smo uporabili različna gojišča, sestavine 
katerih so navedene v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Gojišča za razmnoževanje in koreninjenje poganjkov (RP)  
 
Sestavine                                                      RP1                 RP2              RP3           RP4            RP5 
B5 makro+mikro (mg/l) 3051,98 3051,98 / / / 
DKW makro+mikro (mg/l) 
(cit. po Driver in Kunyuki, 1981) / / 5479,5 / / 
WPM makro+mikro (mg/l) 
(cit. po Lloyd & McCown, 1980 ) / / / 2358,6 / 
MS makro+mikro (mg/l) 
(cit. po Murashige & Skoog, 1962) / / / / 4302,09 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l) 1 1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 20 20 
agar (g/l) 8 8 8 8 8 
inozitol (mg/l) 100 100 100 100 100 
BAP (mg/l) 2 / 2 2 2 
Sestavine                                       RP6             RP7             RP8              RP9            RP10           RP11 
½ B5 makro+mikro (mg/l) 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 20 20 20 
agar (g/l)   8 8 8 8 8 8 
IBA (mg/l) 1 2 1 2 1 2 
FeNaEDTA (mg/l) / / 50 50 / / 
FeEDDHA (mg/l) / / / / 25 25 
pH gojišč 5,8 
 
3.4.1 Razmnoževanje poganjkov 
 
3.4.1.1 Gojišče RP1 
 
Izbrali smo 15 rastlin z dobro razvitimi koreninami z gojišča K2 in 15 rastlin z dobro 
razvitimi koreninami z gojišča K3. Izbrane rastline smo vsako posebej s pinceto prenesli iz 
plastične posodice na sterilni papirnati pladenj, kjer smo korenine, del stebla in spodnja 
dva lista s pomočjo skalpela ločili od poganjka. Poganjke smo inokulirali v steklene 
posodice, v katere smo en dan prej razlili gojišče RP1. V vsako stekleno posodico smo 
inokulirali samo en poganjek. Steklene posodice smo po končanem delu oblepili s 
parafilmom ter jih dali v rastno komoro. Poganjke smo ves čas poskusa inkubirali v rastni  
komori pri stalni temperaturi 23 ± 1 °C in svetlobnem ciklusu 16 ur svetlobe/8 ur teme. 
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3.4.1.2 Gojišči RP1 in RP2 
 
Čez 31 dni smo teh 30 poganjkov pregledali in se odločili, da jih prestavimo na sveže 
narejeni gojišči RP1 in RP2. Tako je šlo 15 poganjkov na gojišče RP1 v steklenih 
posodicah in 15 poganjkov na gojišče RP2 v steklenih posodicah. Tega dne smo pridobili 
še 33 novih poganjkov od rastlin z gojišč K2 in K3, katerih korenine smo prenesli v tekoče 
gojišče za namnoževanje korenin. Od teh 33 smo jih 17 inokulirali na gojišče RP1, 16 smo 
jih inokulirali na gojišče RP2.  
 
3.4.1.3 Gojišča RP1, RP3, RP4 in RP5 
 
Čez 20 dni smo naših 63 poganjkov na gojiščih RP1 in RP2 pregledali in se odločili, da 
glede na ocene predhodne subkulture pripravimo gojišča RP1, RP3, RP4 in RP5. Ta 
gojišča smo prav tako razlili v steklene posodice. Na nekaterih inokuliranih poganjkih so 
se formirali novi poganjki, tako da smo imeli za nadaljnje delo na voljo 92 poganjkov (63 
inokuliranih poganjkov in 28 na novo formiranih poganjkov).Med temi 92 poganjki smo 
izbrali 64 najboljših, od teh je bilo 45 starejših poganjkov iz prejšnje subkulture ter 19 
izraslih oziroma na novo formiranih poganjkov. Sledila je inokulacija poganjkov na 
gojišča. Na vsako gojišče (RP1, RP3, RP4 in RP5) smo inokulirali po 16 poganjkov. Ostale 
poganjke smo zavrgli.Po enem tednu smo pregledali poganjke ter se na podlagi tega 
odločili, da 45 novih poganjkov rastlin z gojišča K1 inokuliramo v steklene posodice z 
gojišči RP4 in RP1. Na gojišče RP4 smo inokulirali 22 poganjkov, na gojišče RP1 smo 
inokulirali 23 poganjkov.  
 
3.4.1.4 Gojišče RP4  
 
Minilo je skoraj 5 tednov od inokulacije poganjkov na gojišča RP1, RP3, RP4 in RP5, ko 
smo jih nazadnje pregledali in popisali, kaj se z njimi dogaja. Popisali smo, koliko novih 
poganjkov se je formiralo v kolencih na steblih, kakšna je bila obarvanost poganjkov in če 
je bilo prisotno rumenenje listov. Med popisovanjem smo izbrali 65 poganjkov in jih 
prestavili na gojišče RP4. Ostale smo zavrgli. 
 
3.4.1.5 Plastične posodice s filtrom in steklene posodice 
 
Na gojišču RP4 so bili poganjki 30 dni, nato smo jih pregledali. Potem smo jih od teh 65 
poganjkov 16 inokulirali na gojišče RP4 v plastičnih posodicah s filtrom, 16 na gojišče 
RP1 v plastičnih posodicah s filtrom, 16 na gojišče RP4 v steklenih posodicah in 16 na 
gojišče RP1 v steklenih posodicah. Enega smo zavrgli. 
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3.4.2 Koreninjenje poganjkov 
 
3.3.2.1 Gojišči RP6 in RP7 
 
Poganjke smo imeli v steklenih posodicah in plastičnih posodicah s filtrom 19 dni, ko smo 
jih pregledali in zapisali, kako so se odzvali na izbranih gojiščih. Na osnovi ocene smo se 
odločili, da damo tiste poganjke, ki so bili videti najbolj zdravo in vitalno, koreniniti. 
Pripravili smo gojišči RP6 in RP7, ju razlili v steklene posodice ter naslednji dan na obe 
gojišči inokulirali po 32 poganjkov. 
 
3.4.2.2 Gojišči RP8 in RP9 
 
Čez 17 dni smo poganjke z gojišč RP6 in RP7 prestavili na gojišči RP8 in RP9 v steklenih 
epruvetah. Na obe gojišči smo inokulirali po 18 poganjkov.  
 
3.4.2.3 Gojišči RP10 in RP11 
 
Poganjki so bili na gojiščih RP8 in RP9 16 dni, ko smo jih prestavili na gojišči RP10 in 
RP11 v steklenih epruvetah. Na vsako gojišče smo inokulirali 18 poganjkov. Čez 15 dni 
smo se po pregledu poganjkov na teh dveh gojiščih odločili, da zaključimo s poskusom 
koreninjenja poganjkov. 
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3.5 POSKUS TVORJENJA NOVIH KORENIN NA TRDNIH GOJIŠČIH 
 
Tvorjenje novih korenin iboge je potekalo na več različnih trdnih gojiščih (preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Gojišča za tvorjenje novih korenin iboge (KT)   
                                                                                                                              
Sestavine                                           KT1               KT2               KT3              KT4              KT5                                                            
B5 makro+mikro (mg/l) 3051,98 3051,98 3051,98 3051,98 3051,98 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 20 20 
agar (g/l)   8 8 8 8 8 
inozitol (mg/l) 100 100 100 100 100 
IBA µM 5 / / 5 / 
NAA µM  / 5 / / 5 
jasmonska k. µM  / / 5 / / 
kinetin µM / / / 0,5 0,5 
Sestavine                                                       KT6                  KT7                   KT8                 KT9 
B5 makro+mikro (mg/l) 3051,98 3051,98 3051,98 3051,98 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 20 
agar (g/l)   8 8 8 8 
inozitol (mg/l) 100 100 100 100 
IBA µM / 50 / / 
NAA µM  / / 50 / 
jasmonska k. µM  5 / / 50 
kinetin µM 0,5 / / / 
pH gojišč 5,8 
 
3.5.1 Inokulacija izsečkov na gojišča  
 
Kot smo že omenili pri poglavju poskus razmnoževanja in koreninjenja poganjkov, smo 
izbrali 15 rastlin z dobro razvitimi koreninami z gojišča K2 in 15 rastlin z dobro razvitimi 
koreninami z gojišča K3. Izbrane rastline smo vsako posebej s pinceto prenesli iz gojišča 
na sterilni papirnati pladenj, jim odrezali in razrezali na izsečke korenine, spodnji del 
stebla in spodnja dva lista. En dan prej smo pripravili gojišča KT1, KT2, KT3, KT4, KT5 
in KT6. Vsako gojišče smo v brezprašni komori razlili v 5 sterilnih petrijevk. Na gojišča v 
teh petrijevkah smo nato inokulirali naše izsečke, in sicer smo v eno petrijevko naključno 
razporedili izsečke samo ene rastline. Vseh 30 petrijevk smo oblepili s parafilmom, zavili s 
srebrno folijo in jih dali inkubirati v rastno komoro. Petrijevke z izsečki smo ves čas 
poskusa inkubirali pri temperaturi 23 ± 1 °C in svetlobnem ciklusu 16 ur svetlobe/8 ur 
teme. 
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3.5.2 Prestavljanje izsečkov 
 
Prestavljanje smo opravili 29 dni po inokulaciji izsečkov na gojišča KT1, KT2, KT3, KT4, 
KT5 in KT6. Izsečke z gojišč KT1, KT2, KT3, KT4, KT5 in KT6 smo prestavili na sveže 
narejena gojišča KT1, KT2, KT3, KT7, KT8 in KT9 v petrijevkah. Prestavljanje je 
potekalo tako, da smo izsečke z gojišča KT1 prenesli na sveže narejeno gojišče KT1, 
izsečke z gojišča KT2 na gojišče KT2, izsečke z gojišča KT3 na gojišče K3, izsečke z 
gojišča KT4 na gojišče KT6, izsečke z gojišča KT5 na gojišče KT7 in izsečke z gojišča 
KT6 na gojišče KT9. Preden smo opravili prestavljanje izsečkov, smo še prvič popisali, kaj 
se dogaja z njimi. Kasneje smo še trikrat izvedli popis izsečkov in po zadnjem popisu na 
novo zrasle korenine iz teh petrijevk prenesli v tekoča gojišča za namnoževanje korenin.  
 
3.6 POSKUS TVORJENJA NOVIH KORENIN V TEKOČIH GOJIŠČIH 
 
Izsečke koreninskega sistema smo poskušali namnožiti v sedmih različnih gojiščih 
(preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Tekoča gojišča za namnoževanje izsečkov koreninskega sistema KO) 
 
Sestavine                                       KO           KO1          KO2         KO3          KO4         KO5         KO6 
1/2 B5 makro+mikro (mg/l) 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 1525,99 / 
½ WPM makro+mikro (mg/l) / / / / / / 1179,3 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 20 20 40 40 
agar (g/l)   8 8 8 8 8 8 8 
IBA µm  / 0,1 1 10 25 / 10 
NAA µm  / / / / / 25 / 
pH gojišč 5,8 
 
3.6.1 Priprava izsečkov in njihova inokulacija na gojišča 
 
Pripravili smo gojišča KO, KO1, KO2, KO3 in KO4. Razlili smo jih v 250 ml 
erlenmajerice, ki smo jih prej označili. V erlenmajerico z oznako 0 smo razlili gojišče KO, 
v erlenmajerico z oznako 11 in 12 gojišče KO1, v erlenmajerico z oznako 21 in 22 gojišče 
KO2, v naslednji dve z oznako 31 in 32 gojišče KO3 ter v erlenmajerico z oznako 41 in 42 
gojišče KO4. Na gojiščih K2 in K3 nam je ostalo še 33 rastlin. Vsako rastlino posebej smo 
s pinceto vzeli iz plastične posodice s filtrom, jo položili na papirnate pladnje in jim s 
skalpelom odrezali korenine. Korenine smo razrezali na približno 1 cm dolge izsečke, jih 
inokulirali v tekoča gojišča v erlenmajericah, po končanem delu smo jih dali v rastno 
komoro. Inkubacija izsečkov korenin v tekočih gojiščih je ves čas poskusa potekala v 
rastni komori v temi, pri temperaturi 24 °C in pri hitrosti mešanja na 111 rmp.  
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3.6.2 Prvo tehtanje 
 
Minilo je 24 dni od inokulacije, ko smo prvič tehtali koreninske kulture v naših 
erlenmajericah. Težo koreninske kulture v posamezni erlenmajerici smo dobili tako, da 
smo vsebino erlenmajerice najprej zlili skozi sterilno cedilo, nato smo koreninsko kulturo s 
pinceto iz cedila prenesli na filter papir, kjer smo jih malo osušili in od tam prenesli v 
petrijevko, ki smo jo predhodno prazno stehtali. Petrijevko s koreninsko kulturo smo dali 
na tehnico in si zabeležili težo. Od teže petrijevke s koreninsko kulturo smo odšteli težo 
prazne petrijevke in tako dobili težo koreninske kulture. Takoj po tehtanju smo koreninske 
kulture dali na isto gojišča, kjer so bile pred tehtanjem.  
 
3.6.3 Drugo tehtanje 
 
Od prvega do drugega tehtanja je minilo 21 dni. Koreninske kulture smo po tehtanju dali v 
erlenmajerice s sveže narejenim gojiščem KO5.  
 
3.6.4 Tretje tehtanje 
 
Od drugega do tretjega tehtanja je minilo 22 dni. Po tehtanju smo koreninske kulture 
razrezali in jih dali na novo gojišče KO6. Koreninsko kulturo iz erlenmajerice z oznako 31, 
32 in 41 smo dali zamrzniti z namenom, da bi preverili morebitno prisotnost in 
koncentracijo ibogaina.   
 
3.6.5 Četrto in peto tehtanje 
 
Od tretjega do četrtega tehtanja je minilo 24 dni. V erlenmajerici z oznako 42 je prišlo do 
okužbe, zato smo koreninsko kulturo v tej erlenmajerici zavrgli. Koreninsko kulturo v 
ostalih erlenmajericah smo po tehtanju dali na gojišče KO6. Od četrtega do petega tehtanja 
je minilo 20 dni. To je bilo tudi zadnje tehtanje koreninskih kultur. 
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3.6.6 Vpliv saharoze na tvorjenje novih korenin  
 
Namnoževanje koreninskega sistema je potekalo v različnih tekočih gojiščih. (preglednica 
5) 
 
Preglednica 5: Gojišča za namnoževanje koreninskega sistema – saharoza (SK)  
 
Sestavine                                                      SK20                 SK40                SK22                SK44 
½ B5 makro+mikro (mg/l) 1525,99 1525,99 1525,99 3051,98 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 40 40 40 
agar (g/l)   8 8 8 8 
IBA 10 10 10 10 
inozitol (mg/l) 100 100 100 100 
pH gojišče 5,8. 
 
3.6.6.1 Priprava izsečkov in njihova inokulacija na gojišče 
 
Pripravili smo gojišči SK20 in SK40. V deset 100-mililitrskih erlenmajeric smo razlili 40 
ml gojišča SK20 in v deset 100-mililitrskih erlenmajeric 40 ml gojišča SK40. Na gojišču 
K1 nam je ostalo 45 rastlin, ki smo jih s pinceto prenesli iz plastičnih posodic s filtrom na 
sterilne papirnate pladnje in jim s skalpelom odrezali korenine. Korenine smo še razrezali 
in izsečke korenin inokulirali v erlenmajerice z gojišči. Vseh 20 erlenmajeric smo dali v 
rastno komoro. Inkubacija izsečkov korenin v tekočih gojiščih je ves čas poskusa potekala 
v rastni komori v temi, pri temperaturi 24 °C in pri hitrosti mešanja 111 rmp.  
 
3.6.6.2 Prvo in drugo tehtanje 
  
Prvič smo tehtali koreninske kulture 15 dni po inokulaciji. Ko smo zaključili s tehtanjem, 
smo koreninsko kulturo iz dveh 100-mililitrskih erlenmajeric združili v eno 250-mililitrsko 
erlenmajerico z 80 ml gojišča. Tako smo imeli pet 250-mililitrskih erlenmajeric z gojiščem 
SK20 in pet z gojiščem SK40. Od prvega do drugega tehtanja je minilo 22 dni. Korenine 
smo prestavili na sveže narejena gojišča SK20 in SK40.  
 
3.6.6.3 Tretje in četrto tehtanje 
 
Od drugega do tretjega tehtanja je minilo 24 dni. Takrat smo koreninske kulture po 
tehtanju prestavili na dve novi gojišči SK22 in SK44. Od tretjega do četrtega tehtanja, to je 
bilo tudi zadnje tehtanje, je minilo 21 dni.  
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3.7 POSKUS INDUKCIJE RAZVOJA IN NAMNOŽEVANJE SOMATSKIH EMBRIJEV   
 
V preglednici 6 so tekoča gojišča v katerih smo namnoževali somatske embrije. 
 
Preglednica 6: Tekoča gojišča za namnoževanje somatskih embrijev (E) 
 
Sestavine                                                      E1                      E2                     E3                   E4              
B5 makro+mikro (mg/l) 3051,98 3051,98 3051,98 3051,98 
tiamin (mg/l) 2 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 1 
saharoza (g/l) 40 40 40 40 
agar (g/l)   8 8 8 8 
IBA µm  10 50 10 / 
BAP (mg/l) / / 1 1 
pH gojišč 5,8 
 
Pripravili smo 5 250-mililitrskih erlenmajeric z 80 ml gojišča E1 in 5 250-mililitrskih 
erlenmajeric z 80 ml gojišča E2. Koreninsko kulturo smo iz 17 erlenmajeric, ki so nam 
ostale od poskusa tvorjenja novih korenin v tekočih gojiščih, prenesli na sterilni papirnati 
pladenj in jo razrezali. Nato smo razrezano koreninsko kulturo enakomerno razporedili v 
naših 10 pripravljenih erlenmajeric. Razrezane skupke smo dali v rastno komoro in jih 
inkubirali v temi, pri temperaturi 24 °C in hitrosti mešanja 111 rmp. 
 
Čez 29 dni smo erlenmajerice pregledali in ugotovili, da je v 8 erlenmajericah prišlo do 
okužbe, zato smo jih izločili iz poskusa. Koreninsko kulturo iz preostalih dveh 
erlenmajeric, pri katerih ni prišlo do okužbe, smo razrezali in prestavili v erlenmajerici s 
sveže narejenim tekočim gojiščem E1. Tema dvema erlenmajericama smo ta dan dodali še 
3 erlenmajerice z gojiščem E1, v katere smo inokulirali korenine s trdnih gojišč za 
tvorjenje korenin. Po 27 dneh od prejšnjega prestavljanja smo teh 5 erlenmajeric 
pregledali. Eno izmed teh smo morali izločiti iz poskusa, ker je v njej prišlo do okužbe. 
Koreninsko kulturo ostalih štirih smo razrezali, jo enakomerno razporedili med 6 
erlenmajeric s sveže narejenim gojiščem E1, jih označili s številkami od 1 do 6 in dali v 
rastno komoro. Čez 22 dni je sledilo prestavljanje koreninske kulture iz teh 6 erlenmajeric. 
Ta dan smo tudi prvič prešteli, koliko embrijev je nastalo v posamezni erlenmajerici. To 
smo naredili tako, da smo vsebino ene erlenmajerice zlili skozi sterilno cedilo. Iz cedila 
smo koreninsko kulturo z embriji prenesli na sterilni papirnati pladenj, jo razgrnili in 
prešteli embrije. Ko smo končali s štetjem, smo koreninsko kulturo razrezali ter jo prenesli 
v 250-mililitrsko erlenmajerico s sveže narejenim gojiščem E1.  
 
Po 20 dneh smo drugič prešteli embrije in jih po štetju prestavili na sveže narejeno gojišče 
E1. Tretje štetje je sledilo 22 dni po drugem prestavljanju in tudi tokrat smo po končanem 
štetju koreninske kulture dali na gojišče E1. Pri četrtem štetju, ki smo ga izvedli 19 dni po 
tretjem štetju, smo koreninsko kulturo s somatskimi embriji prestavili na dve novi gojišči, 
in sicer E3 in E4. Imeli smo 3 erlenmajerice z gojiščem E3 in tri erlenmajerice z gojiščem 
E4. Četrto štetje je bilo tudi zadnje. 
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3.8 POSKUS REGENERACIJE RASTLIN IZ SOMATSKIH EMBRIJEV   
 
Regeneracija rastlin iz somatskih embrijev je potekala na treh različnih gojiščih 
(preglednica 7)  
 
Preglednica 7: Sestava gojišč za regeneracijo rastlin iz somatskih embrijev   
                                                                       
Sestavine                                                                  Emb1                   Emb2                  Emb3 
½ B5 makro+mikro (mg/l) 1526,99 1526,99 / 
BDS makro+mikro (mg/l) 
(cit. po Dunstan and Short, 1977) / / 1783,78 
tiamin (mg/l) 2 2 2 
piridoksin (mg/l)                                                        1 1 1 
niacin (mg/l) 1 1 1 
saharoza (g/l) 20 20 20 
agar (g/l)   8 8 8 
FeEDDHA (mg/l) / 25 25 
 pH gojišča 5,8 
 
Prve somatske embrije, ki so se razvili v tekočih gojiščih, smo inokulirali na gojišče Emb1 
v steklenih posodicah. Čez 29 dni smo polovico rastlinic, ki so se razvile iz somatskih 
embrijev, prestavili na gojišče Emb2 ter drugo polovico rastlinic na gojišče Emb3. Tega 
dne smo na ti dve gojišči prav tako inokulirali nove somatske embrije s tekočih gojišč. Po 
29 dnevih smo pregledali, kaj se na gojiščih dogaja s somatskimi embriji, ter se na podlagi 
tega odločili, da vse izbrane somatske embrije od tega dne dalje, ko prestavljamo 
koreninsko kulturo, dajemo na gojišče Emb3. Steklene posodice z embriji smo ves čas 
poskusa inkubirali v rastni komori pri stalni temperaturi 23 °C ter svetlobnem ciklusu 16 ur 
svetlobe in 8 ur teme. 
 
3.9 MERJENJE IBOGAINA  
 
Kvantitativno preiskavo vzorcev na vsebnost ibogaina so izvedli v Toksikološkem 
laboratoriju Inštituta za sodno medicino na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani. 
Zamrzniti smo dali 9,597 g korenin (rjavi vzorec) in 4 poganjke 4,080 g (Zeleni vzorec).                                                                          
Za določitev ibogaina so uporabili modificirano LC-MS/MS metodo ref. Liofilizirane 
vzorce so zatehtali in 10 minut ekstrahirali v znano količino metanola z ultrazvočno 
kopeljo, pred analizo pa ustrezno razredčili z vodo. Delovne vodne raztopine ibogaina so 
pripravili v območju od 0,010 do 1,000 mg/L. Pred analizo so pripravili kalibracijske 
vzorce ibogaina in rastlinske vzorce tako, da so k posamičnim vodnim raztopinam dodali 
dvakratni volumen acetonitrila in ustrezno količino internega standarda prazepama. Za 
analizo so uporabili LC-MS/MS instrument, ki so ga sestavljali tekočinski kromatograf AT 
1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemčija) in Micromass Quattro Micro tandemski 
masni spektrometer tipa trojni kvadrupol (Waters, UK). Kromatografija je potekala na 
Zorbax XDB-CN koloni (Agilent Technologies, ZDA), z masnim spektrometrom pa so 
spremljali dva SRM prehoda.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 KALITEV SEMEN IN RAZVOJ RASTLIN 
 
Preglednica 8 prikazuje število semen, ki smo jih inokulirali na gojišča K1, K2 in K3, 
število sejancev, prestavljenih iz malih petrijevk v plastične posodice s filtrom, in končno 
število rastlin, ki smo jih popisali in jih porabili za nadaljevanje dela. 
 
Preglednica 8: Gojišče, število semen/polovičk, število sejancev v posodice in končno število rastlin 
 
Gojišče                  Št. semen/polovičk                Št. sejancev v posodici          Končno št. rastlin 
K1                                   76/152                                    63/83%                              52/83% 
K2                                   37/74                                      33/89%                              24/73% 
K3                                   37/74                                      48/130%                            39/81% 
 
Prvič smo dva plodova razkužili s 70-odstotnim etanolom in dikloroizocianurno kislino, ki 
smo ji dodali detergent TWEEN 20. Iz obeh plodov smo pridobili 76 semen, od tega smo 
jih 24 razkužili tako, da smo jih za deset minut potopili v dikloroizocianurno kislino. 
Drugih 52 semen smo v dikloroizocianurno kislino potopili dvakrat za 10 minut. Okužb na 
gojiščih za kalitev semena ni bilo. 
 
Vseh 76 razkuženih semen smo cela inokulirali na gojišče K1, vendar ker po 21 dnevih 
semena niso začela kaliti, smo jih vzdolžno prerezali na polovico in polovičke semen (obe 
polovici vsakega semena) spet inokulirali na gojišče K1 v malih petrijevkah. Čez dober 
teden dni smo pregledali petrijevke s polovicami semen ter opazili, da so začela kaliti.  
 
Minilo je 17 dni od inokulacije polovic semen, ko je imela že večina sejancev odprte klične 
liste in razvito koreninico, zato smo se takrat odločili, da jih prestavimo v večje posode. V 
plastične posodice s filtri smo prestavili 63 sejancev (83 %), od tega je imelo 50 sejancev 
odprte klične liste ter razvito koreninico, 7 jih je imelo še zaprte klične liste in razvito 
koreninico, ostalih 6 pa je komaj začelo kaliti. Skupaj je tako minilo 38 dni od prve 
inokulacije celih semen na gojišče do takrat, ko je imela večina sejancev odprte klične liste 
in razvito koreninico. V 41 dnevih se je iz 63 sejancev razvilo 52 rastlin (83 %), pri 6 
sejancih je prišlo do okužbe (v dveh plastičnih posodicah), 5 sejancev je propadlo. Drugič 
smo spet oba plodova sterilizirali s 70-odstotnim etanolom in dikloroizocianurno kislino, ki 
smo ji dodali TWEEN 20. Vseh 74 semen, ki smo jih pridobili iz plodov, smo sterilizirali 
tako, da smo jih enkrat potopili v dikloroizocianurno kislino za 10 minut. Tudi tokrat 
okužb na gojiščih za kalitev semena ni bilo. Vseh 74 razkuženih semen smo vzdolžno 
prerezali na polovico in nato 74 polovic semen inokulirali na gojišče K2 v malih 
petrijevkah ter ostalih 74 polovic semen inokulirali na gojišče K3, prav tako v malih 
petrijevkah. Kalitev na obeh gojiščih smo opazili že dober teden dni po inokulaciji, 
medtem ko je skupaj minilo 28 dni od inokulacije polovic semen na gojiščih. Takrat je 
imela že večina sejancev na obeh gojiščih odprta klična lista ter razvito koreninico. Sledilo 
je prestavljanje sejancev iz malih petrijevk v večje plastične posodice s filtrom. Tako smo 
sejančke z gojišča K2 v malih petrijevkah prestavili v plastične posodice s filtrom z 
gojiščem K2.  
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Od 33 sejancev jih je imelo 25 odprte klične liste ter razvito koreninico, 6 jih je imelo še 
zaprte klične liste ter razvito koreninico, ostala 2 pa sta komaj začela kaliti. Z gojišča K3 v 
malih petrijevkah smo v plastične posodice s filtrom prestavili 48 sejancev, od tega je 
imelo 39 sejancev odprte klične liste in razvito koreninico, 5 jih je imelo še zaprte klične 
liste ter razvito koreninico, ostali 4 pa so komaj začeli kaliti. Po 41 dnevih se je na gojišču 
K2 v plastičnih posodicah s filtrom iz 33 sejancev razvilo 24 rastlin, pri 3 sejancih je prišlo 
do okužbe (v eni plastični posodici), 6 sejancev pa je propadlo. Na gojišču K3 v plastičnih 
posodicah s filtrom se je v 41 dnevih iz 48 sejancev razvilo 39 rastlin, pri 5 sejancih je 
prišlo do okužbe (v dveh plastičnih posodicah) in 3 sejanci so propadli (preglednica 8 in 
slika 8). 
 
4.2 VIŠINA RASTLIN, DOLŽINA GLAVNE KORENINE IN ŠTEVILO STRANSKIH  
       KORENIN 
 
Gojišče K2 je vsebovalo hormon NAA, medtem ko je gojišče K3 vsebovalo hormon IBA. 
Zanimalo nas je, če obstaja razlika v višini rastlin, dolžini glavne korenine in številu 
stranskih korenin med tema dvema gojiščema. Meritve pri 24 rastlinah na gojišču K2 in pri 
39 rastlinah na gojišču K3 smo opravili 41 dni po prestavljanju sejancev iz malih petrijevk 
v plastične posodice s filtrom. Vse rastline na obeh gojiščih so imele v času meritve razvita 
dva prava lista (večji od 1,5 cm) in razvito glavno korenino s stranskimi koreninami. 
 
4.2.1 Višina rastlin 
 
 
 
Slika 5: Okvir z ročaji za višino rastlin glede na hormon v gojišču 
 
Povprečna višina rastlin na gojiščih K2 in K3 ni bila enaka. Pri 95-odstotnem zaupanju 
trdimo, da je povprečna višina rastlin na gojišču K3 od 0,06 do 1,3 cm večja od povprečne 
višine rastlin na gojišču K2. Povprečna višina rastlin na gojišču K3 je bila 3,05 cm in na 
gojišču K2 2,37 cm. Pri rastlinah na gojišču K3 je ena rastlina izstopala z višino 6,5 cm 
(slika 4 in priloga A1). 
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4.2.2 Dolžina glavne korenine 
 
 
 
 
Slika 6: Okvir z ročaji za dolžino glavne korenine glede na hormon v gojišču 
 
Povprečna dolžina glavne korenine je bila na gojiščih K2 in K3 enaka. Na gojišču K2 je 
ena rastlina z dolžino svoje glavne korenine izstopala, njena dolžina je bila 6 cm (slika 5 in 
priloga A2). 
 
4.2.3 Število stranskih korenin 
 
 
 
Slika 7: Okvir z ročaji za število stranskih korenin glede na hormon 
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Povprečno število stranskih korenin na glavni korenini je bilo enako med gojišči K2 in K3. 
Na gojišču K2 je ena rastlina izstopala s 13 stranskimi koreninami (slika 6 in priloga A3). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Iz sejancev so se v plastičnih posodicah s filtrom razvile rastline iboge 
 
 
 
Slika 9: Na spodnji strani listov rastlin iboge so se pojavile bele lenticele (majhne plutaste okroglaste tvorbe 
na listih in steblih) 
 
4.3 POGANJKI  
 
4.3.1 Razmnoževanje in podaljševanje poganjkov  
 
Preglednica 9: Gojišče, število dni na gojišču, število inokuliranih poganjkov na gojišče, število 
nastalih/formiranih poganjkov   
 
Gojišče Št. dni Št. inokuliranih poganjkov Št. nastalih poganjkov 
RP1    31                      30 / 
 
Prvih 30 poganjkov smo inokulirali na gojišče RP1, ki je vsebovalo gojišče B5 in 2 mg/l 
BAP. Na tem gojišču so bili poganjki 31 dni in v tem času se ni formiralo nič novih 
poganjkov (preglednica 9). 
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Preglednica 10: Gojišče, število dni na gojišču, število inokuliranih poganjkov na gojišče, število 
prestavljenih poganjkov in število nastalih/formiranih poganjkov  
 
Gojišče Št. dni Št. inokuliranih poganjkov 
Št. prestavljenih 
poganjkov Št. nastalih poganjkov 
RP1     20 17 15 15 
RP2     20 16 15 13 
 
Minilo je 31 dni od inokulacije prvih 30 poganjkov, ko smo jih 15 prestavili na sveže 
narejeno gojišče RP1 ter 15 na sveže narejeno gojišče RP2 (ni vsebovalo BAP). Tega dne 
smo tudi na obe gojišči inokulirali nove poganjke, in sicer 17 na gojišče RP1 ter 16 na 
gojišče RP2. Po 20 dneh smo poganjke na gojiščih pregledali. Opazili smo, da so se na 
obeh gojiščih na prestavljenih poganjkih začeli formirati novi poganjki na kolencih stebla, 
medtem ko se na inokuliranih niso. Na prestavljenih poganjkih smo opazili tudi, da se je na 
odrezanem mestu začel tvoriti kalus ter da so spodnji, starejši listi začeli rumeneti, in sicer 
se je rumenenje začelo na konicah listov (preglednica 10). Poganjke z gojišč RP1 in RP2 
smo prestavili na sveže narejena gojišča RP1, RP3, RP4 in RP5. 
 
  
21 
Homar J. Vpeljava postopkov in vitro razmnoževanja … ter analiza vsebnosti ibogaina. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
 
Preglednica 11: Gojišče, število dni na gojišču, število inokuliranih poganjkov na gojišče, število 
prestavljenih poganjkov in število nastalih/formiranih poganjkov  
 
Gojišče Št. dni 
Št. 
prestavljenih 
poganjkov 
Št. 
inokuliranih 
poganjkov Nastali poganjki 
RP1 
39 
16 (11 
starejših/5 
izraslih*) 
  
SKUPAJ: 61 
Na starejših 54 (povprečno 4 nastali poganki na 1 
starejši poganjek) 
Na izraslih 7 (povprečno 1 nastali poganjek na 1 
izraslem poganjku) 
31 
  
23 
SKUPAJ: 26 
(povprečno 1 nastali poganjek na 1 inokulirani 
poganjek) 
RP3 39 
16 (11 
starejših/5 
izraslih*) 
  
SKUPAJ: 33 
Na starejših 26 (povprečno 2 poganjka na 1 starejši 
poganjek) 
Na izraslih 7 (povprečno 1 poganjek na 1 izrasli 
poganjek) 
RP4 
39 
16 (11 
starejših/5 
izraslih*) 
  
SKUPAJ: 54 
Na starejših 48 (povprečno 4 poganjki na 1 starejši 
poganjek) 
Na izraslih 6 (povprečno 1 poganjek na 1 izrasli 
poganjek) 
31 
  
22 
SKUPAJ: 33 
(povprečno 1 nastali poganjek na 1 inokulirani 
poganjek) 
RP5 39 
16 (12 
starejših/4 
izraslih*) 
  
SKUPAJ: 28 
Na starejših 25 (povprečno 2 nastala poganjka na 1 
starejši poganjek) 
Na izraslih 3 (na 1 izraslem poganjku 2 nastala 
poganjka in na 1 izraslem poganjku 1 nastali 
poganjek) 
 
*Starejši poganjki so bili tisti, ki smo jih dobili, ko smo rastlinam iboge odrezali korenine. 
Izrasli poganjki so bili tisti, ki so se razvili v pazduhi listov na starejših poganjkih. 
 
Največ novih poganjkov se je formiralo na gojišču RP1, kjer se je na 16 poganjkih na 
kolencih stebla v 39 dnevih namnožilo 61 novih poganjkov. Najmanj novih poganjkov se 
je formiralo na gojišču RP5, kjer se je na 16 poganjkih v tem času namnožilo 28 novih 
poganjkov. Na gojiščih RP1 in RP4 se je v 39 dnevih največ novih poganjkov formiralo na 
starejših poganjkih, in sicer so se v povprečju na enem starejšem poganjku formirali 4 
novi, medtem ko se je na izraslih formiral v povprečju le en nov poganjek (preglednica 
11). 
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Slika 10: Na sliki so steklene posodice s poganjki, ki predstavljajo, kakšno je bilo stanje poganjkov na 
določenem gojišču 
 
Pri vizualnem pregledu smo opazili, da se na vseh gojiščih na odrezanem delu tvori kalus. 
Nadaljevalo se je rumenenje starejših listov, medtem ko so mlajši postajali bolj svetlo 
zelene barve, pri nekaterih poganjkih so tudi stebla ter vršiček postali bolj svetlo zelene 
barve. Nekako so bili še najboljše videti poganjki na gojišču RP4, zato smo se odločili, da 
kljub temu, da se je največ poganjkov namnožilo na gojišču RP1, vse vitalne in zdrave 
poganjke prestavimo na gojišče RP4 (slika 9). Na sveže narejeno gojišče RP4 smo tako 
prestavili 38 poganjkov z gojišča RP4, 15 poganjkov z gojišča RP1, 8 poganjkov z gojišča 
RP3 in le po dva poganjka z gojišč RP2 in RP5. Skupaj smo prestavili 65 poganjkov. Prvi 
teden po prestavljanju se je zdelo, da se je rumenenje poganjkov ustavilo, vendar se je 
nadaljevalo. V 30 dneh na tem gojišču se ni formiral noben nov poganjek (preglednica 12). 
 
Preglednica 12: Gojišče, število dni na gojišču, število prestavljenih poganjkov in število nastalih/formiranih 
poganjkov 
 
Gojišče Št. dni Prestavljeni poganjki Nastali poganjki 
RP4 30 65 / 
 
Preglednica 13: Gojišče, število dni na gojišču, število prestavljenih poganjkov in število nastalih/formiranih 
poganjkov 
 
Gojišče Št. dni 
Št.  
poganjkov v 
steklenih 
posodicah 
Nastali 
poganjki 
Št. 
poganjkov 
v plastičnih 
posodicah s filtrom 
Nastali 
poganjki 
RP1 30 16 0 16 0 
RP4 30 16 0 16 0 
 
Domnevali smo, da rumenenje poganjkov povzroča etilen, zato smo poganjke dali v 
plastične posodice s filtrom, da bi imeli več zraka in bi se njihovo rumenenje ustavilo. 
Poganjki so v obeh posodicah (steklenih in s filtrom), rumeneli, med njimi pa ni bilo razlik. 
Poganjki na gojišču RP4 so bili sicer videti malo boljše kot tisti na gojišču RP1. Do 
formiranja novih poganjkov ni prišlo nikjer (preglednica 13). 
 
4.3.2 Koreninjenje poganjkov  
 
Poganjke, ki so nam ostali v plastičnih posodicah s filtrom in steklenih posodicah, smo 
želeli ukoreniniti (preglednica 14). Prvo gojišče za koreninjenje (RP6) je vsebovalo 1 mg/l 
IBA, medtem ko je drugo gojišče (RP7) vsebovalo 2 mg/l IBA.   
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Na nobenem od teh dveh gojišč se na odrezanem delu niso tvorile korenine, ampak samo 
kalus. Opazili smo tudi, da se je rumenenje poganjkov še zmeraj nadaljevalo. Domnevali 
smo, da je mogoče za rumenenje poganjkov krivo pomanjkanje železa, zato smo poganjke 
prestavili na gojišči RP8 in RP9, ki sta dodatno vsebovali železo v obliki FeNaEDTA. Na 
teh dveh gojiščih prav tako ni prišlo do tvorjenja korenin na odrezanem delu in poganjki 
niso bili videti nič boljše. Sledilo je še zadnje prestavljanje poganjkov na gojišči RP10 in 
RP11 z železom v obliki FeEDDHA. Tudi na teh dveh gojiščih se videz poganjkov ni 
izboljšal, do tvorbe korenin na odrezanem delu ni prišlo.   
 
Preglednica 14: Gojišče, število dni na gojišču, število poganjkov na gojišču in število ukoreninjenih 
poganjkov 
 
Gojišče Št. dni Št. Poganjkov Št. ukoreninjenih poganjkov 
RP6 17 32 0 
RP7 32 0 
RP8 16 18 0 
RP9 18 0 
RP10 15 18 0 
RP11 18 0 
 
4.4 TVORBA KORENIN NA TRDNEM GOJIŠČU   
 
Izsečke korenin, listov in stebla 30 rastlin iboge smo inokulirali na 6 različnih trdnih 
gojišč. V vsako petrijevko smo naključno razporedili izsečke ene rastline v petih 
ponovitvah. Skupaj so bili izsečki na teh 6 gojiščih 163 dni, v tem času smo jih enkrat 
prestavili in štirikrat popisali, kaj se je dogajalo z njimi.  
 
29 dni po inokulaciji 
 
Izsečki so bili na gojiščih KT1, KT2, KT3, KT4, KT5 in KT6. Na nobenem od šestih 
gojišč nismo opazili izraščanja novih korenin iz izsečkov. Na vseh gojiščih so iz pazduhe 
listov na izsečkih stebla začeli poganjati novi poganjki. V petih petrijevkah z gojiščem 
KT1 je zraslo 13 novih poganjkov. V petih petrijevkah z gojiščem KT2 je zraslo 10 novih 
poganjkov. V petih petrijevkah z gojiščem KT3 je zraslo 15 novih poganjkov. V petih 
petrijevkah z gojiščem KT4 je zraslo 13 novih poganjkov. V petih petrijevkah z gojiščem 
KT5 je zraslo 6 novih poganjkov in v petih petrijevkah z gojiščem KT6 so zrasli 4 novi 
poganjki. Prav tako smo na vseh gojiščih opazili tudi tvorjenje kalusa, na nekaterih 
izsečkih stebla in tvorjenje lenticel na izsečkih listov. Po pregledu smo izsečke prestavili 
na gojišča KT1, KT2, KT3, KT7, KT8 in KT9 (slika 11). 
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Slika 11: Na sliki so izsečki listov, korenin in stebla na gojišču KT1 29 dni po inokulaciji 
 
59 dni po inokulaciji (30 dni po prestavljanju) 
 
Na vseh gojiščih smo opazili, da se na izsečkih korenin tvorijo nove korenine, medtem ko 
na izsečkih listov in stebla tega nismo opazili. Na izsečkih stebla, kjer je bil že prej 
prisoten kalus, se je ta še povečal. 
 
69 dni po inokulaciji (10 dni po prestavljanju) 
 
Na vseh gojiščih je bilo izraščanje novih korenin iz izsečkov korenin še bolj opazno, 
opazili smo tudi izraščanje korenin iz delčkov stebla. Na vseh gojiščih so na nekaterih 
izsečkih stebla spet začeli poganjati novi poganjki in lenticele na izsečkih listov so se 
obarvale rjavo ali so propadle. Kalus se je začel tvoriti skoraj že na vseh izsečkih stebla in 
če je bil že prej prisoten, se je zdaj še povečal. 
 
163 dni po inokulaciji (94 dni po prestavljanju) 
 
Na vseh gojiščih so iz izsečkov izraščale nove korenine. Največ novih korenin je izraščalo 
iz izsečkov korenin, njim so sledili izsečki stebla, najmanj korenin pa je izraščalo iz 
izsečkov listov. Vizualno smo ocenili, da je največ novih korenin zraslo na gojiščih KT1 in 
KT7, sledili sta gojišči KT2 in KT8 (slika 12), najmanj korenin pa je zraslo na gojiščih 
KT3 in KT9. Na vseh gojiščih so lenticele in poganjki propadli, določene izsečke stebla je 
kalus popolnoma prerasel. 
 
 
 
Slika 12: Izsečki korenin, stebla in lista na gojišču v petrijevki z oznako 4, v kateri je bilo gojišče KT8 
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4.5 TEHTANJE KORENIN 
 
Izsečke korenin iboge smo inokulirali v tekoča gojišča KO (erlenmajerica z oznako 0), 
KO1 (erlenmajerici z oznako 1,1 in 1,2), KO2 (erlenmajerici z oznako 2,1 in 2,2), KO3 
(erlenmajerici z oznako 3,1 in 3,2) in KO4 (erlenmajerici z oznako 4,1 in 4,2), ki so se med 
seboj razlikovala v vsebnosti hormona IBA. 
 
Preglednica 15: Erlenmajerica, število dni od inokulacije izsečkov korenin v tekoče gojišče (število dni od 
subkultivacije izsečkov korenin) in teža koreninske kulture v gramih 
 
Št. dni od inokulacije 
(Št. dni od prestavljanja)      23             44(21)          66(22)              91(25)            111(20) 
Oznaka erlenmajerice                                  Teža koreninske kulture(g) 
0                                           0,565         0,684           1,225                1,464              2,891 
1,1                                        0,511         1,094           1,893                4,829              9,716 
1,2                                        0,878         1,051            2,186               5,616              9,651 
2,1                                        0,606         0,753            0,828               0,901              1,309 
2,2                                        0,735         0,812            0,954               1,011              1,314 
3,1                                        0,614 
3,2                                        1,400         2,262            4,486 
4,1                                        0,693         1,498            5,111 
4,2                                        1,287         1,979            2,210 
 
Ko smo izsečke korenin inokulirali v tekoča gojišča, nismo tehtali, koliko smo jih dali v 
posamezno erlenmajerico, ampak smo jih prvič tehtali 23 dni po inokulaciji. Pri tem prvem 
tehtanju smo že opazili tvorjenje novih korenin na izsečkih v vseh erlenmajericah, tudi v 
tisti z oznako 0, v kateri je bilo gojišče, ki ni vsebovalo hormona IBA. Po tehtanju smo 
koreninske kulture dali na ista gojišča, kjer so bile pred tehtanjem. Minilo je 21 dni od 
prvega tehtanja in prestavljanja, ko smo drugič tehtali koreninske kulture v erlenmajericah. 
Opazili smo, da se je v vseh erlenmajericah teža koreninske kulture povečala in tvorjenje 
novih korenin je bilo še bolj opazno. Teža koreninske kulture se je najbolj povečala v 
erlenmajerici z oznako 3,2 (za 0,862 g), najmanj pa v erlenmajerici z oznako 0 (za 0,119 
g). Po tem tehtanju smo vse koreninske kulture prestavili na gojišče KO5. To gojišče je 
vsebovalo 40 g/l saharoze in hormon NAA. Pri tretjem tehtanju, 22 dni po drugem 
tehtanju, se je teža koreninskih kultur v vseh erlenmajericah še povečala. Od drugega 
tehtanja se je teža koreninske mase najbolj povišala v erlenmajerici z oznako 4,1 (za 3,613 
g), najmanj pa v erlenmajerici z oznako 2,1 (za 0,075 g). Pri tem tehtanju smo prvič 
opazili, da so se v vseh erlenmajericah začeli tvoriti somatski embriji in da so ti najbolj 
vplivali na povečanje teže koreninske kulture, kljub temu, da so še zmeraj tvorile nove 
korenine. Po tem tehtanju smo vse koreninske kulture prestavili na gojišče KO6. To 
gojišče je vsebovalo gojišče WPM in hormon IBA. Koreninsko kulturo iz erlenmajerice z 
oznako 31, 32 in 41 smo dali zamrzniti z namenom, da bi preverili prisotnost in 
koncentracijo ibogaina. Pri četrtem tehtanju, 25 dni po tretjem tehtanju, so nam ostale 
erlenmajerice z oznako 0, 11, 12, 21 in 22. Od tretjega tehtanja se je teža koreninske kulture 
najbolj povečala v erlenmajerici z oznako 1,2 (za 3,43 g), najmanj pa v erlenmajerici z 
oznako 2,2 (za 0,057 g). Še je bilo opazno tvorjenje novih korenin, ampak teža koreninske 
kulture se je povečala predvsem zaradi tvorjenja somatskih embrijev in embriogenih 
skupkov.  
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Po tehtanju smo koreninske kulture prestavili na sveže narejeno gojišče KO6. Zadnje 
tehtanje je bilo 20 dni po četrtem tehtanju. Od četrtega tehtanja se je teža rastlinske kulture 
najbolj povečala v erlenmajerici z oznako 1,1 (za 4,8887 g), najmanj pa v erlenmajerici z 
oznako 2,2 (za 0,303 g). Še smo opazili, da so se tvorile nove korenine, ampak na težo 
koreninskih kultur v erlenmajericah je najbolj vplivalo tvorjenje embriogenih skupkov 
(preglednica 15 in slika 13) 
 
 
 
Slika 13: Na slikah so vidne na novo zrasle korenine, ki so bele barve 
 
4.5.1 Vpliv saharoze 
 
Preglednica 16: Oznaka erlenmajerice, dnevi od inokulacije (dnevi od prestavljanja), povprečna teža in teža 
koreninske kulture v gramih 
 
Št. dni od inokulacije         
(Št. dni od subkultivacije)         18                          40 (22)                         64 (24)                     85 (21) 
Oznaka erlenmajerice                                      Teža koreninske kulture (g)               
SK401                                     0,507                         0,726                           0,961                        1,692                                                                                                                                                                                                        
SK402                                     0,440                         0,706                           0,966                        1,245  
SK403                                     0,428                         0,887                           3,829                        8,881 
SK404                                     0,997                         1,054                           1,140                        1,782  
SK405                                     0,323                         0,622                           0,797                        2,587  
Pov. teža                                                                    0,799                           1,538                        3,237 
SK201                                     0,730                          0,748                           1,980                       2,426 
SK202                                     0,403                          0,436                           0,572                       0,635   
SK203                                     0,573                          0,627                           0,786                       0,799  
SK204                                     0,701                          1,310                           1,457                       1,912     
SK205                                     0,379                          0,437                           0,596                       0,598 
Pov. teža                                                                     0,711                          1,078                        1,274 
 
Izsečke korenin iboge smo inokulirali v pet erlenmajeric z gojiščem SK4O (erlenmajerice z 
oznakami od SK401 do SK4005) in pet erlenmajeric z gojiščem SK20 (erlenmajerice z 
oznakami od SK201 do SK205). Ko smo izsečke korenin inokulirali v tekoči gojišči, 
nismo tehtali, koliko smo jih dali – količine v posamezni erlenmajerici. Prvič smo 
koreninske kulture v posameznih erlenmajericah tehtali 18 dni po inokulaciji. Pri tehtanju 
smo opazili, da so se v vseh erlenmajericah začele tvoriti nove korenine. Po tehtanju smo 
koreninske kulture prestavili na isti sveže narejeni gojišči, kjer so bile pred tehtanjem. 
Drugič smo koreninske kulture tehtali 22 dni po prvem tehtanju. Tvorjenje novih korenin 
je bilo še bolj opazno kot pri prvem tehtanju in prav tako smo pri tem tehtanju opazili, da 
so se začeli tvoriti somatski embriji. Tretje tehtanje je sledilo čez 24 dni. Povprečna teža 
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koreninske mase na gojišču SK40 je bila tokrat 1,538 g, medtem ko je bila povprečna teža 
koreninske mase na gojišču 1,078 g.Po tem tehtanju je šla koreninska masa na novi gojišči 
SK22 in SK44. Ti dve gojišči sta imeli obe 40 g/l saharoze, vendar sta se razlikovali v 
količini gojišča B5. Sledilo je zadnje, četrto tehtanje. Povprečna teža koreninske mase na 
gojišču SK44 je bila 3,237 g in povprečna teža koreninske mase na gojišču SK22 1,274 g 
(preglednica 16). 
 
4.6 SOMATSKI EMBRIJI 
 
Imeli smo 6 erlenmajeric, v katerih smo namnoževali in šteli somatske embrije. V 
erlenmajericah z oznakami 1, 2, 3, 4 in 6 smo imeli koreninsko kulturo s trdnimi gojišči za 
namnoževanje korenin, medtem ko smo imeli v erlenmajerici z oznako 5 koreninsko 
kulturo, ki nam je ostala od poskusa namnoževanja korenin v tekočih gojiščih. Štirikrat 
smo prešteli, koliko embrijev, embriogenih skupkov in kalusiranih kotiledonov se je 
razvilo v posamezni erlenmajerici. Po vsakem štetju smo večje ter bolj razvite somatske 
embrije dali na posebej pripravljena trdna gojišča v steklenih posodicah, da so se iz njih 
nato razvile nove rastlinice iboge. Koreninsko kulturo z embriji smo po vsakem štetju in 
preden smo jo prestavili na sveže narejeno gojišče, tudi razrezali . 
 
Preglednica 17: Število embrijev, embriogenih skupkov in kalusiranih kotiledonov v posamezni erlenmajerici 
na dan štetja in število dni od inokulacije izsečkov korenin iz trdnih gojišč v tekoče gojišče (število dni od 
prestavljanja na sveže gojišče)  
 
Erlenmajerice 59 (22) 79 (20) 111 (22) 130 (19) 
1 
9 embrijev                                               
(7 večjih od 1,5 
cm, 2 manjša  
od 1,5 cm) 
13 embrijev                                                              
(4 večji od 1,5 cm,                
9 manjših od 1,5 
cm) 
15 embrijev                                                                    
(1 večji od 1,5 
cm, 14 manjših 
od 1,5 cm) 
27 netipičnih embrijev 
2 
18 embrijev                                                          
(3 večji od 1,5 
cm, 15 manjših  
od 1,5 cm) 
22 embrijev                                                                   
(5 večjih embrijev,                 
17 manjših 
embrijev) 
15 embrijev                                                                            
(15 manjših  
od 1,5 cm) 
5 embrijev                            
(5 manjših od 1,5 cm)                                       
10 embriogenih skupkov 
3 
12 embrijev                                                         
(2 večja od 1,5 
cm, 10 manjših  
od 1,5 cm) 
22 embrijev                                                                        
(6 večjih od 1,5 
cm,16 manjših  
od 1,5 cm) 
28 embrijev                                                          
(8 večjih od 1,5 
cm, 20 manjših 
od 1,5 cm) 
3 embriji                                                      
(3 manjši od 1,5 cm)                              
15 kalusiranih kotiledonov                     
10 embriogenih skupkov 
4 
5 embrijev                                                          
(1 večji od 1,5 
cm, 4 manjši  
od 1,5 cm) 
8 embrijev                                                                                  
(2 večja od 1,5 
cm, 6 manjših  
od 1,5 cm) 
12 embrijev                           
(12 manjših od 
1,5 cm) 
3 embriji                                                            
(3 manjši od 1,5 cm)                                                    
20 embriogenih skupkov 
5 
11 embrijev                                                          
(11 manjših od 
1,5 cm)  
3 embriogeni 
skupki 
80 embrijev                                                        
(2 večja od 1,5 
cm, 78 manjših  
od 1,5 cm) 
2 embrija                                                                           
(2 manjša od 
1,5 cm)        
85 embriogenih 
skupkov 
30 embriogenih skupkov
6 
12 embrijev                                                 
(12 manjših od 
1,5 cm) 
28 embrijev                                                   
(6 večjih od 1,5 
cm, 22 manjših  
od 1,5 cm) 
21 embrijev                                                       
(4 večji od 1,5 
cm, 17 manjših 
od 1,5 cm)                             
1 embriogeni 
skupek 
4 embriji                                             
(4 manjši od 1,5 cm)                                                                    
30 embriogenih skupkov 
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Ob vsakem štetju smo izločili najbolj razvite embrije in jih prestavili na gojišča za 
elongacijo ter kasneje aklimatizacijo. Pri prvem in drugem štetju so v koreninski kulturi 
prevladovali predvsem manjši somatski embriji (velikosti do 1,5 cm). Pri tretjem štetju 
smo opazili, da so se poleg somatskih embrijev tvorili tudi embriogeni skupki. Zadnje, 
četrto štetje je sledilo 130 dni po inokulaciji izsečkov korenin v tekoče gojišče in v 
koreninskih kulturah so za razliko od prvega štetja zdaj prevladovali embriogeni skupki. V 
erlenmajerici z oznako 3 smo imeli pri četrtem štetju tudi nekaj kaluseranih kotiledonov 
(preglednica 17 in slika 14) 
 
 
 
Slika 14: Ko smo prvič šteli embrije, so v koreninski kulturi prevladovali predvsem embriji, medtem ko je 
bilo pri zadnjem štetju v koreninski kulturi največ embriogenih skupkov 
 
Preglednica 18: Število dni od inokulacije embrija na gojišče do meritve, gojišče, število embrijev na 
gojiščih, število rastlin iz embrija, ki so zrasle do določene višine, in število razvitih listov (to so bili listi, 
večji od 1 cm), število kotiledonov in število okuženih ter število od inokulacije somatskih embrijev na 
gojišče. 
 
Dni         140         117     82      61      40   
Gojišče Emb2 Emb3 Emb2         Emb3   Emb3    Emb3    Emb3   Skupaj 
Št. embrijev na gojišče *7   *11 11    9 15 22 27 102 
 
Št. rastlin višine od 5 cm 
dalje (število razvitih listov 
od 3 do 5) 1     4 1    4 1 2 
 
13 
Št. rastlin višine od 4 cm do 
5 cm (število razvitih listov 
od 4 do 3)  
 
     3 3    1 4 2 4 17 
Št. rastlin višine od 3 cm do 
4 cm (število razvitih listov 
od 2 do 3)  2      2 
 
   4 3 3 3 17 
Št. rastlin višine od 2 cm do 
3 cm (število razvitih listov 
od 1 do 2)  1     2 1 
 
2 1 1 8 
Št. rastlin višine do 2 cm 2 
 
3 
 
5 5 9 24 
Št. kotiledonov  
     
6 7 13 
Št. okuženih  1   3     3 3 10 
 
*Prvič smo embrije dali na gojišče Emb1. Iz embrijev so se na tem gojišču razvile 
rastlinice, pri katerih smo opazili rumenenje listov na konicah. Zato smo te mlade rastlinice 
po 29 dnevih vse prestavili ali na gojišče Emb2 ali Emb3. Na teh dveh gojiščih z železom 
se je rumenenje listov ustavilo. 
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Vseh embrijev, ki smo jih dali na gojišča, je bilo 102. Od teh je bilo 18 embrijev na gojišču 
140 dni, 20 embrijev 117 dni, 15 embrijev 82 dni, 22 embrijev 61 dni in 27 embrijev 40 
dni, ko smo popisali, kaj se je zgodilo z njimi. Pri rastlinah, ki so se razvile iz somatskih 
embrijev, smo izmerili višino, prešteli, koliko razvitih listov so imele, in pogledali, če 
imajo razvit koreninski sistem. Kot razvite liste smo šteli tiste, ki so bili večji do 1 cm. Iz 
embrijev se je razvilo 13 rastlin, višjih od 5 cm, ki so imele razvite glavno korenino in 
stranske korenine ter od 4 do 5 razvitih listov. Naslednjih 17 rastlin je merilo v višino od 4 
do 5 cm, imele so razvite glavno korenino in stranske korenine ter od 3 do 4 razvite liste. 
Potem smo imeli 17 rastlin, ki so merile v višino od 3 do 4 cm, imele so razvite glavno 
korenino in stranske korenine ter od 2 do 3 razvite liste. Osem rastlin je v višino zraslo od 
2 do 3 cm, imele so razvite glavno ter stranske korenine, imele so tudi od 1 do 2 razvita 
lista. Ostalih 24 je merilo v višino do 2 cm. Te rastline so imele razvito glavno korenino, 
listi pa so se začeli šele razvijati. Nekateri embriji so se razvili v kotiledone, takih je bilo 
13. Pri 10 embrijih je prišlo do okužbe. Na gojišče smo poleg embrijev dali tudi 4 
embriogene skupke, od tega smo pri dveh opazili, da se tvorijo mali poganjki (preglednica 
18 in slika 15). 
 
Nekaj rastlin, ki so se razvile iz embrijev, smo posadili v rastlinjakih na Biotehniški 
fakulteti. Prvič smo posadili 9 rastlin. Te rastline so propadle, zato smo jih nadomestili s 17 
novimi rastlinami. Le-te so se aklimatizirale in začele tvoriti nove liste (slika 16). 
 
 
 
Slika 15: Iz somatskih embrijev so se razvile rastline iboge in na embriogenih skupkih so se začeli tvoriti 
mali poganjki 
 
 
 
Slika 16: Rastline iboge smo dali aklimatizerati v rastlinjak na Biotehniški fakulteti 
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4.7 DOLOČANJE IBOGAINA 
 
Rezultate meritev vsebnosti ibogaina smo prejeli od dr. Gordane Koželj z Inštituta za 
sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, in sicer je »Zeleni vzorec« 
(poganjki) vseboval 0,010 ut. % ibogaina, »rjavi vzorec« (korenine rastlin) pa 0,012 ut. % 
ibogaina. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI  
 
5.1 KALITEV IN RAZVOJ 
 
Začeli smo z razkuževanjem plodov in semen. Plodove smo razkužili s 70-odstotnim 
etanolom in dikloroizocianurno kislino, ki smo ji dodali TWEEN 20, medtem ko smo 
semena razkužili samo z dikloroizocianurno kislino. Glede na to, da na gojiščih za kalitev 
ni prišlo do okužb, lahko rečemo, da je bilo razkuževanje učinkovito. Po razkuževanju smo 
naša semena iboge inokulirali na tri različna gojišča za kalitev, od tega je bilo eno brez 
hormona (K1), drugo je vsebovalo hormon NAA (K2), tretje pa je vsebovalo hormon IBA 
(K3). Na vseh treh gojiščih so semena kalila. Na gojišče K1 smo najprej inokulirali cela 
semena. Ker ta po 21 dnevih na gojišču niso začela kaliti, smo jih prerezali vzdolžno na 
polovico in polovičke semen ponovno inokulirali. Dober teden po prerezu semen smo že 
opazili kalitev semen. Tudi na gojiščih K2 in K3 smo opazili kalitev že dober teden po 
inokulaciji. Na ti dve gojišči smo ponovno kar takoj inokulirali polovice semen in ne celih 
semen. To je vplivalo na to, da je preteklo manj časa od inokulacije do trenutka, ko je 
imela večina sejancev na teh dveh gojiščih odprte klične liste ter razvito koreninico. Skupaj 
je minilo 38 dni od prve inokulacije celih semen na gojišče K1 do takrat, ko je imela 
večina sejancev na tem gojišču odprte klične liste in razvito koreninico. Na gojiščih K2 in 
K3 ob takojšnjem razrezu je bilo zato potrebnih le 28 dni, torej kar 10 dni manj. 
 
Rastline iboge so se razvile na vseh gojiščih. Na gojišču K1 se je iz 63 sejancev razvilo 52 
rastlin. Na gojišču K2 se je iz 33 sejancev razvilo 24 rastlin, medtem ko se je na gojišču K3 
iz 48 sejancev razvilo 39 rastlin. Rastlinam na gojiščih K2 in K3 smo izmerili višino, 
dolžino in glavne korenine ter prešteli stranske korenine. V dolžini glavne korenine in 
številu stranskih korenin se rastline med seboj na teh dveh gojiščih niso razlikovale. 
Razlika je bila samo v višini, in sicer so bile rastline na gojišču K3 za od 0,06 do 1,3 cm 
višje od tistih na gojišču K2. 
 
5.2 POGANJKI  
 
Poganjke smo hoteli namnožiti z uporabo različnih gojišč. Ta gojišča so vsebovala isti 
hormon BAP, medtem ko so se razlikovala v sestavi mikro- in makroelementov (B5, 
WPM, MS, DKW). Največ poganjkov nam je uspelo namnožiti na gojiščih RP1 (gojišče 
B5) in RP4 (gojišče WPM). Novi poganjki so se na vseh gojiščih tvorili v kolencih na 
steblu. Pri namnoževanju poganjkov smo najprej imeli težavo z rumenenjem listov, nato pa 
so celi poganjki začeli postajati bolj svetlo zelene barve. Domnevali smo, da to sproža 
tvorba etilena, zato smo nekaj poganjkov dali v posodice z zračnim filtrom, vendar tudi to 
ni izboljšalo rumenenja. Lahko rečemo, da smo bili le delno uspešni pri namnoževanju 
poganjkov. Tudi pri koreninjenju poganjkov nismo bili uspešni. Problem je bil, da so 
poganjki še naprej rumeneli, kljub temu, da smo gojiščem RP8, RP9, RP10 in RP11 dodali 
kelirano železo. Drug problem je bil, da se je namesto korenin tvoril samo kalus. 
 
5.3 KORENINE 
 
Z namnoževanjem korenin smo začeli na trdnem gojišču. Izsečke korenin, stebla in listov 
smo dali na gojišča, ki so se razlikovala v hormonih in njihovi koncentraciji v gojišču. 
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Izsečke smo imeli na trdih gojiščih 165 dni. V tem času smo jih sicer enkrat prestavili, to je 
bilo 29 dni po inokulaciji. Na koncu so na vseh gojiščih iz izsečkov izraščale nove 
korenine. Vizualno smo ocenili, da jih je največ na gojišču v petrijevki z oznako 4. To 
gojišče je vsebovalo 50 µM hormona IBA. Tudi pri koncentraciji 5 µM je bilo izraščanje 
novih korenin iz izsečkov dobro. Ugotovili smo, da je bilo izraščanje novih korenin iz 
izsečkov najboljše na gojiščih s hormonom IBA, temu so sledila gojišča s hormonom 
NAA, najslabše od teh treh pa je bilo na gojiščih z jasmonsko kislino. Dosegli smo, da so 
iz izsečkov izraščale nove korenine, vendar je to potekalo zelo počasi. Iz izsečkov stebla 
smo opazili tudi rast novih poganjkov, na izsečkih listov pa lanticete.Korenine smo 
namnoževali tudi v tekočih gojiščih. Rast novih korenin iz koreninskih izsečkov smo 
poskušali doseči z različnimi hormoni (IBA/NAA/BAP), različno vsebnostjo saharoze (20 
g/l /40 g/l) in z različnimi gojišči (B5/WPM). Masa koreninske kulture se je višala. Pri 
prvih dveh tehtanjih se je njena masa povišala zaradi tvorbe novih korenin. Po tretjem 
tehtanju, takrat smo prvič opazili embrije, se je teža koreninske kulture začela večati zaradi 
prisotnosti embrijev, embriogenih skupkov in kalusiranih kotiledonov. Ko so se ti pojavili, 
so sicer še izraščale nove korenine iz izsečkov, vendar vedno manj. V ločenem poskusu 
smo preverjali, ali je rast koreninske kulture boljša, če je v gojišču 20 g/l saharoze ali 40 
g/l saharoze. V povprečju je bila boljša rast v gojišču s 40 g/l saharoze. 
 
5.4 EMBRIJI 
 
Nepričakovano so se v tekočih gojiščih za namnoževanje korenin začeli razvijati somatski 
embriji. Odločili smo se, da jih poskušamo namnožiti in iz njih vzgojiti rastline iboge.Ko 
smo somatske embrije namnoževali, smo jih tudi šteli. Pri prvem štetju so v koreninski 
kulturi prevladovali predvsem večji somatski embriji. Z vsakim nadaljnjim prestavljanjem 
koreninske kulture so začeli prevladovati manjši embriji in začeli so se tvoriti embriogeni 
skupki. Ko smo zadnjič prestavili koreninsko kulturo, smo imeli nekaj malih embrijev, 
prevladovali pa so embriogeni skupki. Pri zadnjem štetju so se v eni erlenmajerici razvili 
tudi kaluserani kolitedoni.  Somatske embrije smo dali najprej na trdno gojišče Emb 1, da 
bi se iz njih razvile rastline. Vsi ti embriji, ki so šli v steklene posodice, so bili večji od 1 
cm. Na tem gojišču so se razvile rastline iboge, vendar so začele rumeneti na listih. Zato 
smo temu gojišču dodali železo v obliki FeEDDHA (Emb2) in naredili smo še eno gojišče 
(Emb3). To se je razlikovalo v tem, da smo dali namesto gojišča B5 gojišče BDS.S tem ko 
smo dodali železo, smo ustavili rumenenje rastlinic. Izkazalo se je, da rastlinicam bolj 
odgovarja gojišče z BDS. Iz embrijev smo vzgojili 55 rastlin, ki so v višino merile več kot 
2 cm in so imele razvite glavno korenino in stanske korenine. Medtem je bilo 24 rastlin 
manjših od 2 cm in so imele razvito samo glavno korenino. Nekaj teh rastlin smo posadili 
tudi v rastlinjake Biotehniške fakultete in Botanični vrt Ljubljana.  
 
5.5 IBOGAIN  
 
Po preliminarni oceni smo ugotovili, da je možno iz tkivne kulture iboge ekstrahirati 
ibogain, vendar bi bilo treba za podrobnejše izvrednotenje opraviti poskuse v večjem 
obsegu, česar pa nam količina tkiva, ki smo ga imeli na voljo, ni dopuščala. 
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6 POVZETEK  
 
Razmnoževanje iboge s semeni je bilo uspešno. Iz 150 semen nam je uspelo vzgojiti 115 
rastlin na treh različnih gojiščih. Kalitev semen smo pospešili s tem, da smo jih vzdolžno 
prerezali. Rastline na gojiščih K2 in K3 so se razlikovale samo v višini, rastline na gojišču 
K3 so bile višje.  
 
Razmnoževanje iboge s poganjki ni bilo v celoti uspešno. Z različnimi gojišči smo 
poskušali doseči izdolževanje poganjkov in tvorjenje korenin na odrezanem delu. Poganjki 
so rumeneli. Domnevali smo, da je razlog lahko tvorba etilena, zato smo poganjke dali v 
večje posode s filtrom in s tem omogočili boljšo izmenjavo zraka. Kljub temu se 
rumenenje ni zaustavilo. Nato smo domnevali, da rumenijo zaradi pomanjkanja železa, 
zato smo gojiščem dodali železo, kelirano z EDDHA. Tudi to ni v celoti zaustavilo 
rumenenja.  
 
Iz izsečkov korenin, listov in stebla smo dosegli izraščanje novih korenin. Sicer se je to 
zgodilo na vseh gojiščih. Najbolj je bila opazna rast novih korenin na gojišču s hormonom 
IBA. Rast novih korenin je potekala zelo počasi. 
 
V tekočih gojiščih so iz izsečkov korenin prav tako začele rasti nove korenine, vendar 
njihova rast ni bila takšna, kot smo si želeli. Teža koreninske kulture se je sicer večala z 
vsakim subkultiviranjem, a po tretji subkulturi se je teža večala predvsem zaradi prisotnosti 
embrijev v gojiščih.  
 
Embriji so se nepričakovano pojavili v naših tekočih gojiščih, ki so vsebovala avksine. 
Odločili smo se, da iz njih vzgojimo nove rastline iboge. To nam je tudi uspelo. Embrije 
smo tudi šteli, ko smo jih prestavljali na novo gojišče. Na začetku je bilo kar nekaj 
embrijev večjih od 1 cm, potem so začeli prevladovati manjši embriji, na koncu pa smo 
imeli v gojišču največ embriogenih skupkov in nekaj kalusiranih kolitedonov. 
 
Kultura tvori nekaj ibogaina, ki pa ga je v primerjavi s 3-6 odstotki v skorji odrasle 
korenine bistveno manj, zato bo treba poiskati način indukcije. 
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PRILOGA A 
Morfološke meritve rastlin iboge 
 
Priloga A1: Analiza variance za povprečno višino rastlin in t-test za dva neodvisna vzorca 
 
F test to compare two variances 
  IBA NAA 
Mena 3,051282 2,3750 
Variance 1,549933 1,157609 
F 1,3389 
Alpha 0,05 
p-value 0,4633 
Two Sample t-test 
T 2,20150 
Df 61 
p-value 0,03149 
pripadajoč interval zaupanja za razliko 
populacijskih povprečij 
0,06201713 1,29054697 
 
Priloga A2: Analiza variance za povprečno dolžino glavne korenine in t-test za dva neodvisna vzorca 
 
F test to compare two variances 
 IBA NAA 
Mena 2,756410 2,7500 
Variance 2,314103 1,456522 
F   1,5888 
Alpha 0,05 
p-value 0,2418 
Two Sample t-test 
T 0.017512 
Df 61 
p-value 0.9861 
pripadajoč interval zaupanja za razliko 
populacijskih povprečij 
-0,7255529 0,73837340 
 
Priloga A3: Analiza variance za povprečno število stranskih korenin in t-test za dva neodvisna vzorca 
 
F test to compare two variances 
  IBA NAA 
Mena 7,263158 5,8696 
Variance 7,334282 8,754941 
F   0,8377 
Alpha 0,05 
p-value 0,6195 
Two Sample t-test 
T 1,88110 
Df 59 
p-value 0,0649 
pripadajoč interval zaupanja za razliko 
populacijskih povprečij 
-0,08884881 2,87603417 
 
